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(57) The invention concerns a method for preparing 2-hydroxy 4-methylthio 
butyric acid and/or the ammonium salt of 2-hydroxy 4-methylthio butyric acid by 
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acid, and e) in a fifth step, the product resulting from step c) or d) is concentrated. 

1 of 1 



file://C:¥Documents%20and%20Settings¥ikegami.m¥My%20Documents¥WIPO¥WO-... 2004/07/05 



1/23 ^— V 

_Jt ft 

Description Claims 



Procede de preparation de l'acide 2-hydroxy 4-methylthio butyrique par utilisation d'une 
nitrilase La presente invention concerne un nouveau procede de preparation de I'acide 2- 
hydroxy 4-(methylthio) butanoique (HMTBA) et/ou de son sel d'ammonium (HMTBS). 

L'acide 2-hydroxy 4-methylthio butyrique et ses sels sont utilises depuis longtemps dans 
I&APOS;ALIMENTATION animale en remplacement de la methionine. II ou ils presentent 
t'avantage sur cette derniere de se presenter sous une forme liquide ce qui facilite leur 
utilisation par les societes productrices d aliments. 

II est connu depuis longtemps de preparer I'acide 2-hydroxy 4- (methylthio) 
BUTANOiQUE par voie chimique. On peut ainsi citer les brevets EP- 142 488, EP-143 
000 qui decrivent I'hydrolyse du 2-hydroxy 4-methylthio hydroxybutyronitrile (HMTEN) 
par un procede en deux etapes. La premiere etape consiste a mettre en contact le 2- 
hydroxy 4-methylthio butyronitrile avec un acide mineral fort tel QUE I&APOS;ACIDE 
CHLORHYDRIQUE ou sulfurique. Dans une etape ulterieure, apres dilution a 
L&APOS;EAU, I&APOS;HYDROLYSE EST COMPLeTeE a UNE temperature plus elevee. 
L'acide 2-hydroxy 4-(methylthio) butanoique est ensuite extrait avec un solvant 
organique peu miscible a 1&APOS;EAU tel qu'une cetone, de preference la methylisobutyl 
cetone puis le solvant est elimine par evaporation. Ce type de procede, utilise au niveau 
industriel, comporte neanmoins quelques inconvenients. II produit une quantite molaire de 
sulfate d'ammonium au moins egale a la quantite molaire de nitrile introduite qui doit etre e 
limine, generant ainsi un dechet industriel allant a I'encontre d'une politique de protection 
de I'environnement. Ce procede necessite aussi I'utilisation de quantites importantes de 
solvant qu'il est absolument necessaire de recycler. 

D'autres procedes tels que ceux decrits dans les brevets US 3 773 927 et 4 353 924 
consistent a hydrolyser le 2-hydroxy 4-methylthio butyronitrile avec de l'acide 
chlorhydrique puis a concentrer le milieu avec separation du chlorure d'ammonium forme. 
Le sel obtenu est aussi difficile a eliminer que le sel precedent et de plus i'acide obtenu pr 
esente une forte coloration. 

II est encore decrit dans le brevet EP 330 521 un procede d'hydrolyse chimique du me 
thylthio HYDROXYPROPIONITRILE qui consiste, comme precedemment, a realiser une 
hydrolyse en milieu sulfurique. Le melange est partiellement neutralise avec de 
I'ammoniaque. Une separation biphasique apparait. La phase organique contient la majorit 
e de I'acide 2-hydroxy 4- methylthio butyrique et la phase aqueuse contient la majorite du 
sulfate d'ammonium produit. La solution organique apres evaporation de 1 &APOS;EAU 
contenue est filtree de fa9on a recuperer le sulfate d'ammonium dissous. 

L'acide 2-hydroxy 4-methylthio butyrique est ensuite dilue avec un peu d'eau et stabilise 
avec un peu d'acide sulfurique. La solution aqueuse apres elimination de 1&APOS;EAU 
permet d'obtenir du sulfate d'ammonium directement commercialisable. Ce procede re 
soud en partie les inconvenients des procedes de Tart anterieur en ce qui concerne 
I'usage de solvants organiques mais ne resoud en rien les problemes lies aux rejets des 
sels mineraux. 

Parmi les brevets relatifs aux sels de I'acide 2-hydroxy 4-methylthio butyrique, on peut 
citer les brevets US 2 745 745, 2 938 053 et 3 1 75 000 concernant les sels de calcium 
et/ou d'ammonium. Le melange obtenu par hydrolyse du 2-hydroxy 4-methylthio 
butyronitrile est traite avec de Thydroxyde ou du carbonate de calcium. Le sulfate de 
calcium est alors precipite liberant I'ammoniaque qui forme le sel d'ammonium de I'acide 
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2- hydroxy 4-methylt^B^utyrique. Ici encore le probleme qui cons^^^t eliminer le 
sulfate de calcium sub^Ke. 

II est encore decrit dans la demande de brevet WO 96/01808 un procede qui consiste a 
pratiquer une hydrolyse et une extraction par un solvant organique comme dans le 
premier document de L&APOS;ART anterieur cite puis une neutralisation de la solution 
organique par de I'ammoniaque. Ce procede, comme la majorite des procedes prece 
demment decrits, aboutit a la formation d'au moins une mole de sulfate ou de chlorure 
d'ammonium par mole de nitrile introduite et exige le recyclage de quantites importantes 
de solvant organique. II ne peut permettre d'obtenir une solution de sel d'ammonium de 
J'acide 2-hydroxy 4-methylthio butyrique a un cout industriellement interessant. 

II est en outre decrit dans W096/09403 Tutilisation d'une nitrilase comme catalyseur 
d'hydrolyse d'un groupe nitrile en groupe carboxylique. Le procede decrit dans ce 
document nest toutefois pas utilisable a lechelle industrielle, compte tenu de I'activite 
insuffisante des microorganismes qui synthetisent ces nitrilases. 

On a maintenant decouvert grace au procede de I'invention qu'en mettant en oeuvre 
plusieurs etapes specifiques, il etait possible d'obtenir I'acide 2-hydroxy 4-methylthio- 
butanoi'que et/ou son sel d'ammonium par voie enzymatique a industrielle, avec un 
rendement eleve, sans utilisation de solvants et sans production concomitante de sels 
mineraux. 

Uinvention a pour objet un procede de preparation de I'acide 2- hydroxy 4-methylthio 
butyrique ET/OU du sel d'ammonium de I'acide 2 hydroxy 4-methylthio butyrique par 
hydrolyse enzymatique du 2-hydroxy 4-methylthio butyronitrile caracterise en ce que : a) 
dans une premiere etape on prepare un materiel biologique ayant une activite nitrilase, b) 
dans une deuxieme etape, on ['immobilise, c) dans une troisieme etape, on met en pre 
sence le 2-hydroxy 4-methylthio butyronitrile avec le materiel biologique ainsi immobilise, 
pour obtenir le sel d'ammonium de I'acide 2-hydroxy 4-methylthio butyrique, d) dans une 
quatrieme etape, eventuellement, on convertit le sel obtenu a I etape c) en I'acide 
correspondant, et e) dans une cinquieme etape, on concentre le produit obtenu a 
1&APOS;6TAPE c) ou d). 

Uinvention sera expliquee de facon detaillee dans la description qui suit pour laquelle on 
se reportera aux figures annexees sur lesquelles : -la figure 1 represente un schema 
d'une cellule d'electrodialyse employee a I etape facultative d) ; la figure 1 A represente une 
cellule d electrodialyse a membrane bipolaire a trois compartiments ; la figure 1 B repre 
sente une cellule d electrodialyse a membrane bipolaire a deux compartiments. 

-LA figure 2 represente un schema d'une installation pour la mise en oeuvre du procede 
selon I'invention ; -LA figure 3 represente la carte de restriction des plasmides PRPA- 
BCAT1 A 5. 

-LA figure 4 represente la strategie de sequenfage du fragment de 1130 pb contenant la 
sequence d'ADN (denommee sur la figure NITB) codant pour le polypeptide ayant I'activite 
nitrilase selon I'invention. Les numeros se referent a I'identite des amorces utilisees pour 
le sequencage ainsi que les notations M13FWD et M13REV. 

-LA figure 5 represente la carte de restriction des plasmides PRPA- BCAT12 ET PRPA- 
BCAT13. 

-LA figure 6 represente I'electrophorese sur gel de SDS-PAGE a 10 % montrant 
1 expression des sequences d'ADN selon I'invention dans les souches E. coli BL21 
(DE3)/pRPA-BCAT12, BL21 (DE3)/pRPA-BCAT13, BL21 (DE3)/pRPA-BCAT12 + 
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pXL2231 f BL21 (DE3^k>A-BCAT1 3 + pXL2231. Chaque piste co^^ond a une quantit 
e de proteines soluble^ra 10 ug et un volume equivalent de fraction Frute et insoluble. 

-LA figure 7 represente I'electrophorese sur gel de SDS-PAGE a 10 % montrant 
I'expression de la sequence d'ADN de reference selon I'invention dans les souches E. coli 
DH5a/pRPA-BCAT3, DH5a/pRPA-BCAT6, DH5A /pRPA-BCAT6 + pXL2035, RPA- 
BIOCAT76. Chaque piste correspond a une quantite de proteines solubles de 10 ug et un 
volume equivalent de fraction brute et insoluble. 

-LA figure 8 represente la carte de restriction du plasmide PRPA- BCAT14. 

-LA figure 9 represente I'electrophorese sur gel SDS-PA a 10 % montrant I'expression 
des sequences d'ADN selon ('invention dans les souches P. putida G2081 (pRPA- 
BCAT14), G2081 (pRPA-BCAT23), G2081 (pRPA-BCAT24), A. faecalis ATCC8750 
(pRPA-BCAT14X A. faecalis ATCC8750 (PRPA-BCAT23), A. faecalis ATCC8750 (pRPA- 
BCAT24). 

Chaque piste correspond a une quantite de proteines solubles de 10 ug et un volume e 
quivalent de fraction brute et eventuellement insoluble. 

-LA figure 10 represente la carte de restriction du plasmide pCGL1087. 

-LA figure 1 1 represente la carte de restriction du plasmide pOS48. 7. 

La premiere etape consiste a preparer le materiel biologique ayant une activite nitrilase. 

Le materiel biologique peut consister en une solution enzymatique telle quelle ou des 
cellules entieres ou brisees ayant une activite nitrilase. 

Avantageusement, on utilise un microorganisme exprimant une nitrilase. 

La nitrilase peut notamment etre issue d'un microorganisme, en particulier un 
microorganisme du GENRE ALCALIGENES, RHODOCOCCUS ou GORDONA, notamment 
Alcaligenes faecalis, Rhodococcus sp. HT 29-7, Gordona terrae, de preference les 
souches decrites dans WO 96/09403. 

On utilise avantageusement un microorganisme exprimant une activite nitrilase obtenue 
par transfert de I'information genetique codant pour la nitrilase d'un micro-organisme 
parental dans un microorganisme hote. En particulier, chez E. coli, on peut utiliser la 
coexpression des proteines chaperonnes Gro ESL pour ameliorer les performances.de la 
souche recombinante. 

A cet effet, on utilise tout vecteur d'expression approprie, notamment un vecteur 
PLASMIDIQUE. 

La sequence nucleotidique utilisee dans ce cas sera alors placee sous le controle de 
signaux permettant son expression dans un hote cellulaire. 

L'hote cellulaire utilise peut etre choisi parmi des systemes procaryotes, comme les bacte 
ries Gram positif ou Gram negatif ou eucaryotes, comme par exemple les levures, les 
champignons ou tout autre systeme. Les signaux controlant I'expression des polypeptides 
sont choisis en fonction de T&APOS;H6TE cellulaire utilise. A cet effet, I&APOS;ADN 
codant pour une nitrilase peut etre inseree dans des vecteurs a replication autonome au 
sein de I&APOS;H6TE choisi, ou des vecteurs integratifs de L&APOS;H6TE choisi. De tels 
vecteurs seront prepares selon les methodes couramment utilisees par t'homme du me 
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des methodes standartWfelles que L&APOS;eLECTROPORATION. 

A titre de microorganisme hote, on peut citer en particulier ALCAUGENES faecalis, 
Pseudomonas putida, Escherichia coli, ou les microorganismes du genre Bacillus, 
Corynebacterium, Streptomyces, Saccharomyces, Kluyveromyces, Penicillium et 
Aspergillus. 

Un vecteur prefere pour I'expression chez E. coli est le plasmide pRPA-BCAT6. 

La deuxieme etape du procede consiste a immobiliser le materiel biologique. Cette 
immobilisation se fait avantageusement en presence d'un support solide et permet 
d'obtenir des particules solides dont la taille, la forme et la resistance mecanique peuvent 
etre controlees. Elle permet aussi I'emploi simultane de polymere de polyazetidine et 
d'autres agents reticulants. 

Ce procede d'immobilisation peut faire intervenir des cellules entieres ou permeabilisees. II 
peut aussi s'appliquer a une solution enzymatique exempte de cellules. 

Les enzymes utilisees pour rimmobilisation sont les NITRILASES. 

Le procede d'immobilisation consiste a immobiliser le materiel biologique actif sur un 
support solide, de granulomere notamment comprise entre 1 um et 3 mm, de preference 
10 PM et 2 mm, grace a des agents chimiques reagissant avec les fonctions amine (NH2, 
NH), carboxyle (COOH), hydroxy (OH), thiol (SH) ou amide (CONH2) de I'agent biologique 
et du support. Ces agents chimiques permettent aussi d'insolubiliser dans !&APOS;EAU le 
materiel biologique et le support. La masse obtenue est tres MALeABLE et peut etre mise 
en forme afin d'obtenir des particules de forme et de taille souhaitees. La cohesion et la 
durete de ces particules sont ensuite obtenues par sechage. 

Le materiel biologique a immobiliser peut eventuellement contenir egalement un materiel 
biologique inactif present a raison de 0 a 200 % en poids. Ce materiel inactif biologique 
peut etre des proteines (albumine, gelatine) ou des polysaccharides (Chitosan, K- 
CARRAGHeNANE, alginate). 

Le support inerte sur lequel est depose le materiel biologique et le polymere peut se 
composer de particules organiques ou inorganiques, poreuses ou non poreuses, 
hydrophiles ou hydrophobes. Parmi ces particules on peut signaler sans que cela soit 
limitatif : -les resines echangeuses d'ions, -I&APOS;ALUMINE, -les silices de synthese ou 
diatomees et les gels de silice, -les zeolites, -les charbons, -les proteines insolubles dans 
1&APOS;EAU, comme le gluten, -les polysaccharides, comme T&APOS;AMIDON. 

Le support inerte peut etre ajoute a raison de 0, 01 a 500% en poids du materiel biologique 
et de preference de 1 0 a 200 %. 

Les agents chimiques utilises pour insolubiliser le materiel biologique peuvent etre des 
polymeres ou des molecules bifonctionnalisees qui reagissent avec les fonctions amine 
(NH2, NH), carboxylique (COOH), hydroxy (OH), thiol (SH), amide (CONH2). ON peut 
citer : -les polymeres de POLYAZeTIDINE, -les polymeres de POLYeTHYLeNIMINE, -les 
polymeres de polyamide, -les polymeres d'isocyanates, -les gels d alginate, -les gels de 
K-CARRAGHeNANE, -les amines comme T&APOS;HEXAMeTHYTeNE diamine, -les aide 
hydes comme le GLUTARALDeHYDE, -les acides carboxyliques comme I'acide adipique, 
et -les isocyanates. 

Le procede d'immobilisation peut faire intervenir un ou plusieurs de ces agents chimiques. 
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L agent chimique est/^fee selon une concentration comprise entr^fct 50 % en poids 
par rapport au materiS^>logique et au support. On preferera une qT^tite comprise 
entre 5 et 30 % afin d'obtenir des particules suffisament solides et qui conservent une 
activite importante et qui ne presentent pas trop de problemes de diffusion interne. 

La duree du traitement de reticulation est comprise entre 0, 5 et 24 heures. 

La temperature du procede est generalement comprise entre 4 et 65° C. On preferera 
une temperature comprise entre 20 et 40° C. La temperature employee lors du procede 
d'immobilisation peut etre aussi tres dependante de la stabilite du materiel biologique 
employe. 

Le pH durant la phase d'immobilisation est maintenu entre 5 ET 11. On preferera un pH 
compris entre 6 et 10 avec une preference vers les pH alcalins. Le pH est aussi choisi en 
fonction de la resistance du materiel biologique et sera aisement determine par I'homme 
du metier. 

La mise en forme du BIOCATALYSEUR doit permettre son emploi dans un systeme 
quelconque, notamment dans un lit fixe. 

Une methode de formulation peut etre t'extrusion. Pour ce faire, le materiel biologique et 
le support sont reticules par ajout d'un ou plusieurs agents chimiques. Apres traitement, 
la masse insoluble est recuperee par centrifugation ou apres floculation et filtration. Un 
taux de matiere seche d'au moins 10% est prefere. La masse est ensuite extrudee. Par 
cette methode, on obtient de preference des vermicelles de diametre compris entre 0, 3 
et 0, 5 mm et d'une longueur comprise entre 1 et 10 mm. Ces vermicelles peuvent etre 
SPHeRONISeS. Les particules obtenues sont ensuite sechees. 

Une autre methode de formulation peut etre le pelliculage ("spray coating"). Pour ce 
faire, le materiel biologique est melange avec un ou plusieurs agents chimiques. Apres re 
action, le melange est pulverise sur le support sous forme d'une couche mince. Par cette 
methode, on obtient des granules de diametre moyen compris entre 0, 1 et 2 mm. 

Les particules obtenues peuvent eventuellement etre ensuite plongees dans une solution 
d'un agent reducteur comme le borohydrure de sodium afin de reduire les fonctions 
imines formees lors de la reticulation. 

Les particules obtenues sont suffisament solides et resistantes a I'attrition pour etre 
employees dans un lit— fixe, un lit fluidise ou un reacteur agite. 

La troisieme etape du procede selon I'invention consiste a mettre en oeuvre le materiel 
biologique immobilise dans une ou plusieurs colonnes ou reacteurs. Le but de cette etape 
est de pouvoir produire en continu le sel d'ammonium de I'acide 2-hydroxy 4-me 
thylthiobutyrique a partir du 2-hydroxy 4-MeTHYLTHIOBUTYRONITRILE. 

La ou les colonnes ou reacteurs sont alimentees par une solution pure ou diluee du 2- 
hydroxy 4-methylthiobutyronitrile ou un melange contenant du 2-hydroxy 4-me 
thylthiobutyronitrile et du sel d'ammonium de I'acide 2- hydroxy 4-Me 
THYLTHIOBUTYRIQUE. 

La ou les colonnes ou reacteurs sont mises en oeuvre de preference a une temperature 
comprise entre 10 et 60° C et a un pH compris entre 5 et 9. 

Le systeme mis en oeuvre peut etre constitue de deux ou plusieurs colonnes connectees 
Tune a I'autre en serie, avec selon une premiere maniere de mettre en oeuvre I'invention, 
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I'alimentation de la s ^fc n aqueuse du 2~hydroxy 4-methylthiobuti^^trile en tete de la 
premiere colonne aveWme alimentation simultanee des autres colonnes avec la solution 
du 2- hydroxy 4-methylthiobutyronitrile en une quantite limitee a la solubilite de ce 
compose dans le melange reactionnel ; ce systeme est intitule systeme etage. Selon une 
deuxieme maniere de mettre en oeuvre 1'invention, on utilise une ou plusieurs colonnes 
connectees Tune a I'autre en parallele dans une boucle de circulation. Selon cette 
installation le 2-hydroxy 4- MeTHYITHIOBUTYRONITRILE en solution aqueuse est 
alimentee en continu dans la boucle, et le milieu de reaction est pompe en continu de 
fa?on a conserver un volume constant dans la boucle ; ce systeme est intitule systeme- 
boucle. 

Le type de reacteur utilise dans cette invention peut etre du type lit fixe, lit fluide, ou du 
type agite en continu. On prefere utiliser les reacteurs du type lit fixe parce qu'ils re 
duisent les problemes d'attrition qui peuvent etre rencontres avec les particules de 
cellules immobilisees. Si le microorganisme est utilise tel quel, on preferera utiliser un re 
acteur agite couple a un module d'ultrafiltration pour separer de fa9on continue le 
microorganisme du produit d'interet. 

La quatrieme etape qui est une etape facultative consiste a convertir le sel d'ammonium 
de Tackle 2-hydroxy 4-methylthiobutyrique en I'acide correspondant. Cette etape peut e 
tre realisee suivant deux methodes : -soit par electrodialyse au moyen d'un e 
lectrodialyseur a deux ou trois compartiments, -soit par chauffage de la solution aqueuse 
qui peut etre suivi d'une extraction liquide/liquide. 

Suivant la methode par electrodialyse, on emploiera un electrodialyseur a deux ou trois 
compartiments. 

On entend par"compartiment", t'espace soit entre deux membranes, soit entre une 
membrane bipolaire et homopolaire, soit entre deux membranes homopolaires adjacentes. 
On entend par"cellule", un ensemble de deux ou trois compartiments. Un empilement 
comprend entre 5 et 300 cellules. L electrodialyseur est compose d'un empilement et 
comporte bien entendu une anode et une cathode. 

Les membranes homopolaires pouvant etre utilisees dans le cadre de 1'invention se 
divisent en deux grandes families, selon leur mode de fabrication. 

Ainsi, on peut employer des membranes heterogenes, preparees a partir de resines e 
changeuses d'ions, melangees a un liant tel que le polychlorure de vinyle, le polyethylene 
ou autre. L'ensemble ainsi forme peut enduire une trame comme par exemple un tissu de-; 
polyester ou de polyacrylonitrile. 

On peut utiliser egalement des membranes homogenes, obtenues par introduction d'un 
groupement fonctionnel sur un support inerte, par greffage chimique ou radiochimique. La 
methode chimique la plus utilisee, consiste generalement a fonctionnaliser un latex d un 
polymere comportant des noyaux aromatiques, tel que styrene/divinylbenzene ou STYRe 
NE/BUTADIeNE. Le latex ainsi fonctionnalise peut servir ensuite a enduire une trame 
comme pour les membranes heterogenes. La methode radiochimique comporte gene 
ralement le greffage, sous I'influence d'un rayonnement, d'un compose aromatique, tel que 
le styrene, sur un support inerte comme une feuille de polyethylene ou de POLYTe 
TRAFLUOROeTHYLeNE. Le noyau aromatique est ensuite fonctionnalise comme dans la 
methode chimique. 

Les membranes echangeuses de cations comportent des groupements acides forts, le 
plus souvent des groupements SULFONATES, ou des groupements acides faibles, 
souvent des groupes carboxylates. Plus rarement, les groupements acides peuvent etre 



http://www.wipo.int/cgi-pct/guest/ifetch5?ENG+PCT-ALLvdb+1 4+1 1 1 0653-REV... 2004/07/05 



des groupements PQ^WP02- AS032- SE03- 



7/23 ^-v 



Les membranes echangeuses d'anions comportent des groupements basiques forts, le 
plus souvent des groupements ammonium quaternaire, ou des groupements basiques 
faibles, le plus souvent des groupements amines. 

Plus rarement, les groupements basiques peuvent etre des groupements phosphonium 
quaternaire ou des groupements sulfonium. 

Dans le present procede, les membranes cationiques comportent de preference des 
groupements acides forts et parmi ceux ci preferentiellement des groupements sulfonates 
et les membranes anioniques comportent de preference des groupements basiques forts 
et parmi ceux-ci des groupements ammonium quaternaire. 

Les membranes bipolaires sont un assemblage de deux membranes, Tune cationique, 
I'autre anionique. Lorsque la membrane est soumise a un champ electrique suffisant, 
1&APOS;EAU de solvatation al'interface de la membrane se dissocie en ions H+ et OH-, 
qui migrent respectivement vers la cathode en traversant la face cationique et vers 
I'anode en traversant la face anionique. 

Comme membranes bipolaires, on peut citer atitre d'exemple les membranes 
commercialisees par les societes AQUALYTICS, Tokuyama Soda ou FuMaTech. 

L'anode de T&APOS;eTECTRODIATYSEl)R peut etre constitute par des materiaux 
classiquement utilises en electrodialyse, par exemple du graphite, du nickel ou du titane 
revetu par des metaux precieux ou des oxydes de metaux precieux, notamment le titane 
platine. La cathode peut egalement constitute par des materiaux classiquement utilises en 
electrodialyse, par exemple du graphite, de lacier inoxydable ou du nickel. 

Lelectrodialyseur est alimente avec la solution aqueuse a traiter. II est egalement ne 
cessaire de faire circuler a l'anode une solution dun anolyte et a la cathode une solution 
d'un catolyte. On peut employer egalement une solution unique D&APOS;eLECTOLYTE. 
Dans le present precede, un circuit unique d'electrolyte convient bien. Le rale de la 
solution d'electrolyte est d assurer une conductivity suffisante. De preference, cette 
conductivity sera egale ou superieure a 20 millisiemens par centimetre (mS/cm), sans que 
cette limite inferieure soit a considerer comme critique pour la mise en oeuvre du proced 
e. 

L electrolyte mis en oeuvre est un compose ionisable tel qu'un sel, un acide ou une base. 
Lelectrolyte est de preference choisi parmi les composes non eLECTROACTIFS. Ainsi 
par exemple, il est preferable d'utiliser des sels neutres comme les sulfates, des acides 
comme I'acide sulfurique, des bases comme la soude. 

Les densites de courant appliquees sont generalement comprises entre 0, 2 et 1, 5 
KA/M2, et de preference entre 0, 4 et 1 KA/M2. 

La temperature a laquelle est mis en oeuvre le procede de I'invention se situe dans un 
domaine compatible avec la stabilite des membranes. On operera de preference a une 
temperature comprise entre 30 et 60° C. 

L&APOS;eLECTRODIALYSEUR peut fonctionner de differentes fafons. II peut tout 
d abord fonctionner en continu, la solution a traiter traversant en continu 
I&APOS;EMPILEMENT ; plusieurs etages sont alors disposes en serie si le taux de 
traitement a obtenir T&APOS;EXIGE. II peut aussi fonctionner en discontinu, la solution a 
traiter recirculant sur une cuve jusqu'a ce que le taux de traitement souhaite soit obtenu. 
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Enfin il peut fonctioo^J^n passage direct avec recirculation parti 

Selon une premiere variante de 1'invention, la dissociation du sel d'ammonium en acide 2- 
hydroxy-4-(methylthio) butanoique et en ammoniaque peut se faire dans une cellule de 
lectrodialyse a membranes bipolaires a trois compartiments telle que representee sche 
matiquement a la figure 1 A. 

Un appareil d electrodialyse convenable pour la mise en oeuvre du procede est constitue 
par differents compartiments, delimites respectivement par des membranes cationiques 
(MC) f des membranes bipolaires (MB) et des membranes anioniques (MA). Ces 
compartiments se divisent en compartiment SEL&APOS;S) qui s'appauvrissent en 
conlposes a separer, en compartiment base B) et acide (A) ou se concentrent 
RESPECTIVEME., &GT; I&APOS;ACIDE et la base REGeNeReS a partir du sel. 

Le sel d'ammonium est introduit dans le compartiment sel. Sous faction du champ e 
lectrique, I&APOS;ION ammonium migre vers la cathode en sortant du compartiment (S) 
ou il se trouve, a travers une membrane echangeuse de cations (membrane cationique) et 
se combine avec les ions OH-provenant de la face anionique de la membrane bipolaire, au 
sein de laquelle s'effectue la dissociation de T&APOS;EAU sous 1'effet du champ e 
lectrique. 

Simultanement, les ions carboxylate (2-hydroxy 4-(methylthio) butanoate) migrent vers 
I'anode en sortant du compartiment (S) ou ils se trouvent, a travers une membrane e 
changeuse d'anions (membrane anionique). Apres passage dans le compartiment (A) 
suivant, ils sont protons par I'apport d'ions H+ provenant de la face cationique de la 
membrane bipolaire. Les trois compartiments (B), (A), (S) adjacents forment une cellule 
d electrodialyse. 

Dans une deuxieme variante de I'invention, la regeneration de I'acide 2-HYDROXY-4-(Me 
HYLTHIO) BUTANOiQUE peut se faire dans une cellule d electrodialyse a membranes 
bipolaires a deux compartiments TETTE que representee a la figure 1 B. Ces deux 
compartiments sont delimites respectivement par des membranes cationiques et des 
membranes bipolaires. Ces compartiments se divisent en compartiment sel/acide (S/A) 
et base (B). 

Le sel d'ammonium est introduit dans le compartiment sel/acide. Sous faction du champ 
electrique, I&APOS;ION ammonium migre vers la cathode en sortant du compartiment 
(S/A) ou il se trouve, a travers une membrane echangeuse de cations (membrane 
cationique) et se combine avec les ions OH-provenant de la face anionique de la 
membrane bipolaire, au sein de laquelle s'effectue la dissociation de L&APOS;EAU sous 
I'effet du champ electrique. 

Simultanement, le compartiment S/A s'acidifie par I'apport des ions H+ provenant de la 
face cationique de la membrane bipolaire. Les deux compartiments (B) et (S/A) adjacents 
forment une cellule d'electrodialyse. 

Cette configuration presente t'avantage d'une moindre consommation energetique et 
permet de faire varier le rapport sel/acide souhaite. 

Pour obtenir un bon fonctionnement de T&APOS;eTECTRODYATISEUR, la conductivity e 
lectrique du compartiment base (de meme que celle du compartiment acide dans le cas 
de la configuration a trois compartiments), doit etre suffisante et peut etre ajustee par 
ajout d'un electrolyte support. 

Ainsi, la conductivity de la solution d'ammoniaque peut etre augmentee par ajout d'un sel 




http://www.wipo.int/cgi-pct/guest/ifetch5?ENG+PCT-ALL.vdb+1 4+1 1 1 0653-REV... 2004/07/05 



9/23 ^— V 



d'ammonium, comma 




ilfate d'ammonium. 



Dans une variante preferee de I'invention, on utilisera le 2-hydroxy 4-methylthio 
butanoate d ammonium. 

Dans un mode de realisation particulier envisageable dans le cadre de la presente 
invention, on introduit dans le compartiment sel dune cellule d'electrodialyse a trois 
compartiments un melange de sel d'ammonium de I'acide 2-hydroxy 4-me 
thylthiobutyrique et de 2-hydroxy 4- MeTHYLTHIOBUTYRONITRILE. Le sel sera dissocie 
comme precedemment en 2- hydroxy 4-methylthiobutyrate et migrera vers I'anode ou il 
sera transforme en acide 2-hydroxy 4-MeTHYLTHIOBUTYRIQUE, I&APOS;ION 
ammonium migrera vers la cathode ou il sera transforme en ammoniaque, dans le 
compartiment sel subsistera !&APOS;EAU et le 2-hydroxy 4-methyIthiobutyronitrile non 
transforme qui sera recycle vers la colonne d'hydrolyse. 

Suivant la methode par chauffage, on recupere !'acide en depla9ant I'equilibre sel 
d'ammonium, acide libre en chauffant la solution aqueuse riche en HMTBS et en soutirant 
Kammoniaque ainsi libcree. On peut y aboutir en chauffant sous vide ou a pression 
atmospherique avec ou sans traitement par stripage. L'emploi de C02 sous pression peut 
etre envisage afin de faciliter le deplacement de I'equilibre. On obtient un melange 
d'HMTBS et d'HMTBA a raison de 5 a 99, 9% d'HMTBA, et de preference 10 a 50% 
d'HMTBA par rapport a la somme de I'HMTBA et I&APOS;HMTBS. Les viscosite de ces 
solutions sont comprises entre 1200 et 30 MM2. S-1 (1200 et 30 cSt) et de preference 
entre 200 et 50 MM2. S- (200 et 50 cSt) a 25° C. 

Les solutions aqueuses peuvent etre decomposees par extraction de I'acide avec 
I'utilisation de produits solvants partiellement miscibles ou non a !&APOS;EAU. II existe 
un grand nombre de solvants possibles pour la separation. Les solvants preferes sont les 
cetones de C5 a C8, en particulier la MeTHYUSOBUTYLCeTONE ; les ethers comme 
I'isopropylether j les alcools comme isopropanol ; les esters ; les amines tertiaires comme 
la trioctylamine. Dans le cadre de I'invention, les solvants preferes sont : L&APOS;ACe 
TONE, LA MIBK, I&APOS;ISOPRAPANOL, I'acetate d'isopropyle, t ether isobutylique ou 
propylique ou le THF, la trioctyl amine. Le rapport de la phase aqueuse et de la phase 
organique n'est pas critique. Cependant, pour des raisons de degre d'efficacite, on ne doit 
pas descendre en-dessous d'un rapport minimum de 1/1 et pour des raisons de rentabilit 
e ne pas aller au dela d'un rapport de 1/3. 

On preferera un rapport 1/1, 5 a 2, 0. 

L'extraction peut etre mise en oeuvre en batch ou en continu dans n'importe quel type de 
technologie d'extraction liquide-liquide. On peut citer par exemple la cascade de me 
langeurs decanteurs a co-ou contre courant, les extracteurs centrifuges, les colonnes 
garnies ou a plateaux, etc. 

La solution aqueuse appauvrie en acide libre peut etre de nouveau traitee et ce, autant 
de fois que souhaite jusqu a complet epuisement de i'ammoniaque si desire. 

La phase organique est soumise a un traitement pour isoler I&APOS;HMTBA. 

Ceci est realise de preference par vaporisation du solvant ou par une extraction a 
L&APOS;EAU chaude. Pour eviter une eventuelle deterioration de I&APOS;HMTBA, on 
pourra maintenir \a solicitation thermique aussi faible que possible par application d'un 
vide. 

Dans ces deux procedes de dissociation du sel d'ammonium, on genere une solution 
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avec du tampon TG. ^Jfcivite est ensuite eLUeE avec un gradient 1 M NACL Les 

fractions actives son^ffsuite deposees sur une colonne echangeus^^anions Mono Q HR 
5/5 prealablement equilibree avec du tampon TG. La nitrilase est eLUeE a I&APOS;AIDE 
d un gradient de 0 a 1 M NACI. Pour finir, les fractions contenant I'activite sont reunies, la 
concentration en sulfate d'ammonium est ensuite amenee a 1 M. 



Cette solution est alors deposee sur une colonne dmteractions hydrophobes Phenyl 
Superose HR 5/5 prealablement equilibree avec du tampon TG additionne de 1 M (NH4) 
L'activite est ensuite eluee par un gradient de 1 Ma OM en sulfate d ammonium. 

Tableau 1 : ReSUMe DE LA PURIFICATION DE LA NITR,, 3SE Fraction Prot totale Activit 
e totale Activite specifique Rdt en proteine Facteur M (uMo)/h) (umote/h. mg) (%) de 
purification Cellules entieres 955 4300 4, 5 100 1 Extrait brut 2400 Sulfate d ammo. 650 
QSHL 26110 3 360 120 0, 3 27 MonoQ HR5/5 1, 5 240 160 0, 15 35 Phenyl sepharose 1 
120 1 10 0,1 24 Conditions operatoires : [NITRILEL - 50 mM ; tampon phosphate 100 mM 
pH 7, 0 ; 30° C. 

Le poids moleculaire de la proteine est determine par gel filtration. II est d'environ 260 
kDa. Sur gel de SDS-PAGE, on observe une unique bande de 43 kDa (purete de 95%). 
C'est done probablement une proteine de structure ag avec a pesant 43 kDa. 

Exemple 2 : Clonage de la nitrilase D&APOS;ALCALIGENES faecalis ATCC8750 La se 
quence NH2 terminate presentee dans I'exemple 1 presente une identite totale avec la se 
quence de I'extremite N-terminale de la nitrilase d'A. faecalis JM3 (Kobayashi et al., 1993, 
Proc. Natl. Acad. SCI. USA 90 : 247- 251), alors que les extremites N-terminales des 
NITRILASES bacteriennes presentent de 35 a 57% d'identite sur 14 residus. Les 
inventeurs ont emis I'hypothese que la nitrilase de I'invention purifiee a partir de la souche 
ATCC8750 etait semblable a celle decrite par Kobayashi et a/. (PReCITe). La strategie de 
clonage a alors consiste a amplifier par reaction de PCR sur I&APOS;ADN gnomique de la 
souche ATCC8750 le gene de cette nitrilase, a L&APOS;AIDE de deux sondes nude 
otidiques determinees a partir de la sequence donnee par Kobayashi et a/. (PReCITe). 

Les deux sondes ont ete synthetisees, L&APOS;UNE pouvant s'hybrider avec la partie 
5'de la sequence donnee par Kobayashi et a/, (precite) et (autre avec la partie 3' : Partie 
5' (PCRAF1) : CCGGGAATTCATATGCAGACAAGAAAAATCGTCC Partie 3' (PCRAF2) : 
TCCTTCTGCGTCCCCGATCCCGCAT L'amorce PCRAF1 comporte 12 nucleotides en 
5'permettant d'introduire en amont du codon d'initiation ATG les sites de restriction des 
enzymes ECORL et Ndel. L'amorce PCRAF2 permet d'introduire le site de restriction de 
I'enzyme BamHI. L'ADN gnomique de la souche d'A. faecalis ATCC8750 a ete extrait selon 
le protocole CTAB decrit par AUSUBEL et al. 

(Current Protocols in Molecular Biology, John Willey & Sons Inc. Ed, 2. 4. 1- 2. 4. 5) et 
100 ng ont ete utilise pour chaque reaction de PCR. Afin de jouer sur la specificite 
d amplification, differentes concentrations en MGCI2 ont ete testees comme indique dans 
AUSUBEL et a/, (precite) dans un volume total dechantillon de 100 ut et avec 2, 5 unites 
de Taq DNA polymerase (Perkin Elmer). Deux reactions supplementaires ont ete realisees 
avec 1, 5 mM MGCI2 et 5% DMSO ou 5% formamide. Un thermocycleur Perkin ELMER 
9600 a ete programme avec I'enchainement suivant : 5 min a 95° C, 30 cycles (30 sec a 
95° C 30 sec a 55° C, 45 sec a 72° C) et. 4 min a 72° C. Les differents produits 
d'amplification ont ete analyses sur gel d'agarose 0, 8%. Une bande majoritaire, dont la 
taille correspond a la taille attendue de 1, 15 kb, a ete amplifiee dans toutes les reactions 
mais plus specifiquement avec 1, 5 mM MGCI2 et 5% DMSO. Les produits de la reaction 
dans ces conditions ont done ete retenus pour la suite. L echantillon a ete traite a la prote 
inase K, precipite a L&APOS;eTHANOL APReS une extraction phenol-chloroforme. Le 
culot repris en suspension a ete incube pendant 2h a 37° C avec 40 unites denzyme 
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ECORL et 40 unites^^yme BamH1. Apres migration sur gel d 'aj^^e 0, 7 %, la bande 
de 1, 15 kb a ete decoffee et extraite pour etre donee dans le vecteur PBSK- 
(STRATAGeNE, La Jolla, USA) ouvert ECORL-BAMHL par les methodes classiques. Cinq 
clones independants, appeles PRPA-BCAT1 a 5, ont ete analyses par digestion 
enzymatique de I&APOS;ADN PLASMIDIQUE avec les enzymes NDEL, EcoRI, BamHI, 
BSPML et BGILL (figure 3). Les profils obtenus correspondaient aux profils de restriction 
theorique dun plasmide obtenu par cette methode avec la sequence decrite par 
Kobayashi et a!. (PReCITe). La souche XL1BLUE (PRPA-BCAT3) a ete deposee a la CBS 
sous le numero CBS 998-96. 

Exemple 3 : SeQUE^AGE dun fragment de 1130 pb contenant I&APOS;ADN codant 
pour le polypeptide ayant lactivite nitrilase. 

L'insert clone dans le plasmide pRPA-BCAT3 a ete sequence par la societe Genome 
Express S. A. (Grenoble, France) a partir d'une preparation d'ADN faite au laboratoire (kit 
Wizzard Midi-prep, Promega). La strategie de sequen?age de ce fragment, realise selon 
des methodes classiques connues de I'homme de metier, est indiquee dans la figure 4. Les 
dix amorces nucleotidiques internes (identifies par les numeros 623 a 629 et 681 a 682 
sur la figure 4) ont ete synthetisees d'apres la sequence de la nitrilase D&APOS;A. 
faecalis JM3 (Kobayashi et a/., precite). Cet ensemble a ete complete par les amorces 
UNIVERSELLES"REVERSE"ET"M13 Forward". Chaque region a ete lue au moins une fois 
sur chaque brin de I&APOS;ADN. 

La sequence d'ADN obtenue presente deux differences par rapport a la sequence publiee : 
Tune dans la structure supposee servir de terminateur de transcription et I'autre dans le 
gene de la nitrilase, appele nitB, conduisant a la substitution ASN279— &GT.ASP. Ces 
deux regions ont alors ete sequencees au laboratoire sur LES PIASMIDES PRPA-BCAT1, 
2, 4, 5 avec deux amorces specifiques 710 et 682 (cf. figure 4). Le changement C->T a la 
position 1412 (conformement a la numerotation de Kobayashi, precite) dans le terminateur 
a ete retrouvee dans tous les clones. II s agit d'une mutation qui differencie les deux 
souches D&APOS;A. faecalis. Le changement A->G la position 1 138 nest present que 
dans le plasmide pRPA~BCAT3. II s-'agit done d une mutation introduite lors de la PCR 
par la Taq DNA POTYMERASE. 

Exemple 4 : Expression de la NITRILASE dans E. coli BL21 (DE3). 

Afin de confirmer ('identification de la sequence d'ADN donee avec le gene de la 
NITRILASE purifiee, le gene NITB a ete place sous le controle du promoteur du gene 
&LT;D10 PHAGE phage (PT7) selon le mode operatoire decrit ci- apres : les inserts 
NDEL-BAMHL de 1, 13-kb des plasmides PRPA-BCAT3 et pRPA-BCAT4 ont ete clones 
dans le vecteur PXL2432 pour donner respectivement les vecteurs pRPA-BCAT12 et 
PRPA-BCAT 13 decrits sur la figure 5. Le vecteur parent pXL2432 est un hybride entre 
la region du plasmide pET9 (Studier et AL, 1990, Methods In Enzymol. 185, 60-89), 
comprise entre les sites Accl et ECORL, qui englobe I'origine de replication (ORI) et le 
marqueur de selection porteur de la resistance a la kanamycine (Kan), et la region 
comprise entre les sites ECORL et Accl du plasmide PET1 1 A (NOVAGEN INC., Madison 
WI, USA) qui englobe la cassette dexpression, le gene du represseur lacl et le gene du re 
gulateur du nombre de copies ROP. 

Des cultures ont ete menees en condition d'induction selon le mode operatoire ci-apres : 
La souche BL21 (DE3) (Novagen INC., Madison WI, USA) contenant le plasmide pRPA- 
BCAT12, la souche BL21 (DE3) contenant le plasmide pRPA-BCAT13 ainsi que la souche 
BL21 (DE3) contenant le plasmide pXL2432 ont ete cultivees 16 h en milieu LB a 37° C 
(Miller, 1972, Experiments in Molecular Genetics-Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, N. Y.) contenant 50 UG/ML de kanamycine, puis diluees au 100eme dans le 
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meme milieu et a la temperature. Lorsque les cultures ont a^Ht une D0600 

comprise entre 0, 5 ^de I&APOS;IPTG, a la concentration finale^el mM a ete ajoute. 
Apres 6 heures de culture, les bacteries ont ete collectees. Un mode operatoire similaire a 
ete adopte pour cultiver la souche BL21 (DE3) contenant les plasmides pRPA~BCAT12 et 
pXL2231, la souche BL21 (DE3) contenant les plasmides pRPA-BCAT13 et pXL2231 
ainsi que la souche BL21 (DE3) contenant les plasmides pXL2432 et pXL2231 en ajoutant 
au milieu de culture de la tetracycline araison de 12 PG/ML de milieu. Le plasmide 
pXL2231, qui derive du vecteur pXL1635 (Demande FR 90/05185 du 24/04/1990), 
appartient au groupe d'incompatibilite IncP et est done compatible avec les plasmides 
PRPA- BCAT12 et 13 qui possedent lorigine de replication du plasmide COLE1. Son 
marqueur de selection est la resistance a la tetracycline et il porte un fragment EcoRh 
Hindlll de 2, 2 kb contenant les genes GroES et GroEL codant pour des chaperons mole 
culaires d'E. coli (Fayet et A/., 1986, MoL 

Gen. Genet. 202 : 435-445). 



(.'expression de la nitrilase a ete analysee en gel 10 % SDS-PA dans la fraction brute apre 
s sonication des cellules, et apres centrifugation dans le culot et dans le surnageant. Les 
resultats sont presentes sur la figure 6 et montrent un niveau eleve d expression de la 
NITRILASE (NitB) dans les extraits de cellules dont un des plasmides au moins contient 
Tinsert NITB ; toutefois, cette proteine est essentiellement sous forme insoluble bien que 
la presence du plasmide pXL2231 permette d'augmenter la quantite de polypeptide 
nitrilasique dans la fraction soluble. 

Sur la figure 6, M represente le marqueur de poids moleculaires ; ceux-ci sont indiques en 
kDa. D'autre part, les pistes ont les significations ci- apres : -A, D, G represented les 
fractions brutes respectivement de BL21 (DE3) + P/RPA-BCAT1 2/RPA- 
BCAT13/XL2432 ; -B, E, H represented les surnageants obtenus respectivement a partir 
de ces memes souches ; -C, F, I represented les culots obtenus respectivement a partir 
de ces memes souches ; -J, N, Q represented les fractions brutes obtenues 
respectivement a partir de BL21 (DE3) + pXL2231 + P/RPA-BCAT1 2/RPA- 
BCAT13/XL2432 : -K, O, R represented les surnageants obtenus respectivement a partir 
des ces souches ; -L, P, S represented les culots obtenus respectivement a partir de 
ces souches. 



La souche BL21 (DE3)/pRPA-BCAT12 + pXL2231 a ete appelee RPA-BIOCAT126. La 
souche BL21 (DE3)/pRPA-BCAT13 + pXL2231 a ete appelee RPA-BIOCAT127. Les 
activite NITRILASIQUES de cultures de RPA- BIOCAT126, RPA-BIOCAT127, et RPA- 
BIOCAT66 qui correspond a BL21 (DE3)/pXL2432 ont ete determiners comme suit : les 
cultures ont ete menees selon le protocole decrit ci-dessus en modifiant le volume de 
culture (50 ml) et la concentration finale d'IPTG (0, 1 MM). Les cultures ont ete centrifuge 
es et les culots cellulaires repris dans 10 ml de tampon phosphate de potassium 100 mM 
pH 7. L'hydrolyse d'HMTBN est realisee avec 500 NI de cette suspension ajoutee a 500 
U ! DE solution d'HMTBN 200 mM pH7. 

Une cinetique d'hydrolyse est obtenue en melangeant 100 pi de ce melange a 900 pi 
d'acide phosphorique 0,1 Na intervalles reguliers pendant 1 a 4 heures. Les quantites 
HMTBA produite sont analysees par HPLC comme decrit dans la demande WO 96/09403. 
Les resultats sont regroupes dans le tableau 2. 

Tableau 2 : ACTIVITeS DES SOUCHES RPA-BIOCAT66, 126 ET 127 RPA-BIOCAT 
MILIEU INDUCTION TEMPS DE OD660 ACTIVITE CULTURE (U) 66 LB Km 0 1 mM IPTG 
24 h 2 f 5 0 126 LB Km Tc 0, 1 mM IPTG 24 h 2, 4 15 127 LB Km Tc 0, 1 mM IPTG 24 h 1 
9 10 ABREVIATIONS : Km : KANAMYCINE 50, UG/ML ; TC : T6TRACYCUNE 12 
PG/ML ; h : heures ; U : kg d'HMTBA forme par heure et par kg de poids sec. 
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Afin d'amelioreHa sc^fcsation du POLYPEPTIDE NITRIIASIQUE I^HMe, LE plasmide 
pRPA-BCAT37 a ete^TOstruit comme ci apres. Le plasmide pXL23ff^ ete obtenu en 
ligaturant le fragment de 5, 9 kb ECORL-PVULL du plasmide pDSK519 (Keen et A/., 
1988, Gene 70 : 191—1 97X traite avec la polymerase Klenow, avec le fragment Hindlll de 
2056 bp extrait du plasmide PHP45QSP (Prentki et Krisch, 1984, Gene 29 : 303-313) trait 
e a la NUCTeASE Mung Bean. Le plasmide pXL2391 a ensuite ete digere par Smal et 
SACL et I'insert de 2, 3 kb portant I'operon GroESL, extrait du plasmide pXL2231 digere 
PAR HINDILL, TRAITe a LA KLENOW et digere par SACL, y a ete introduit. Le plasmide 
pRPA-BCAT37 est done un derive du plasmide RSF1010 a plus fort nombre de copies 
que le plasmide pXL2231, compatible avec les plasmides porteurs de I'origine COLE1 et 
portant un marqueur de resistance a la streptomycine. Ce plasmide a ete introduit dans la 
souche BL21 (DE3)/ pRPA~BCAT12 pour donner la souche RPA-BIOCAT171. 
L&APOS;ACTIVITe d'une culture menee selon un mode operatoire similaire a celui decrit 
ci-dessus, mais en REMPIA9ANT LA TETRACYCLINE par la streptomycine a 100 
UG/R&APOS;, a ete determinee et est rapportee dans le tableau 3. 

Tableau 3 : Activite de la souche RPA-BIOCAT1 71 RPA-BIOCAT MILIEU INDUCTION 
TEMPS DE OD660 ACTIVITE CULTURE (U) 171 LB Km Sm 0, 1 mM IPTG 24 h 3, 2 14 
ABREVIATIONS : Km : Kanamycine 50 ug/ml ; Sm : Streptomycine 100 UG/M ! ; h : 
heures ; U : kg d'HMTBA forme par heure et par kg de poids sec. 

Exemple 5 : Expression de LA NITRILASE dans E. COLI DH5ALPHA. 

Le plasmide pRPA-BCAT6 a ete construit en clonant sur PBCAT3 (cf. figure 3) le 
fragment de 0, 6 kb SCAL-NDEL de PXL2158 contenant le promoteur Ptrp et le site de 
fixation du ribosome RBSCIL (LEVY-SCHILL ET AL, 1995, Gene 161 : 15-20). 
^expression a ete realisee avec la souche DH5ALPHA contenant le plasmide pRPA- 
BCAT6 ET/OU le plasmide pXL2035 (Levy-Schill ET A/., PReCITe) avec le mode ope 
ratoire suivant : la preculture est incubee 16h a 37° C en milieu M9 glucose (Miller, J. H. 
1972. Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, N. Y.) contenant 0, 4% de casaminoacides, 100 UG/ML de tryptophane, 100 
PG/ML de carbenicilline. Pour les souches contenant pXL2035, de la kanamycine est 
ajoutee a raison de 50 MG/L Lexpression se fait apres dilution au 1/100 de la culture 
saturee dans un milieu identique mais sans tryptophane et incubation 8 a 1 6 h a 37° C. 

L'analyse en SDS-PAGE des extraits des differentes souches est realise comme decrit 
dans I'exemple precedent et est presentee sur la figure 7. 

Sur cette figure, M represente le marqueur de poids moleculaires ; ceux-ci sont indiques 
en kDa. D'autre part, les pistes ont les significations ci- apres : -L, I, F, C representent 
les fractions brutes obtenues respectivement a partir des souches DH5alpha + pRPA- 
BCAT/3,/6,/6 + pXL2035, RPA-BIOCAT76 ; -K, H, E, B representent les surnageants 
obtenus respectivement a partir de ces memes souches ; -J, G, D, A representent les 
culots obtenus respectivement a partir de ces memes souches. 

Le plasmide pRPA-BCAT6 permet d'obtenir une faible accumulation d'un polypeptide a 43 
kDa, majoritairement insoluble. La coexpression de GroE a partir du plasmide pXL2035 re 
duit la surexpression, mais apres trois repiquages successifs de la souche DH5ALPHA 
(pRPA-BCAT6 + pXL2035), la souche RPA-BIOCAT76 selectionnee retrouve un niveau 
initial d'expression du POLYPEPTIDE NITRILASIQUE, CELUI-CI eTANT quasi comple 
tement soluble. Les dosages d'activites des cultures realises selon les modes operatoire d 
ecrits ci-dessus et dans I'exemple precedent sont presentes dans le tableau 4. 

Tableau 4 : Activite des souches DH5ALPHA (PRPA-BCAT3), DH5ALPHA (PRPA- 
BCAT6), DH5ALPHA (PRPA-BCAT6 + PXL2035), RPA-BIOCAT76 SOUCHE MIUEU 
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TEMPS DE OD660 ^WITE CULTURE (U DH5alpha (pRPA-BCA^»9 Cb 24 h 4 0 
DHSal ha RPA-BCATWl9 Cb 24 h 4 0, 6 DH5alpha (pRPA-BCAT6^l9 Cb Km 24 h 3 1, 
6 pXL2035) RPA-BIOCAT76 M9 Cb Km 24 h 3, 8 5 ABREVIATIONS : Km : Kanamycine 
50 JG/ML ; Cb : Carbenicilline 100 PG/ML ; h : heures ; U : kg d'HMTBA forme par heure 
et par kg de poids sec. 

Ces donnees montrent que LA COEXPRESSION de GroE permet d'ameliorer I'expression 
de LA NITRILASE et qu'une selection de souche classique par repiquages successifs 
contribue aussi a (amelioration de I'activite des recombinants. 

Exemple 6 : Expression de LA NITRILASE dans Pseudomonas PUTIDA et Alcaligenes 
faecalis. 

Le systeme d'expression decrit dans I'exemple 5 a ete utilise pour produire la nitrilase 
chez PSEUDOMONAS PUTIDA et A. faecalis. Le fragment de 1, 14 kb NdehXbal de 
pRPA-BCAT6 contenant le gene nitB a ete introduit dans les sites NdehXbal du vecteur 

pXL1289. Le vecteur pXL1289 est un derive de pKT230 (Bagdasarian ET AL. 1981, GENE 
15 : 237-247) portant I'origine de replication (ORIV) mufti-hOte chez les bacteries Gram- 
negatives et qui contient un fragment ECORL-NDEL de 120 bp porteur du promoteur 
Ptrp et du RBSCIL de pXL534 (Latta et al. f 1990, DNA and Cell Biology, 9 : 129-137), un 
insert NDEL-XBAL codant pour le gene cobA (Crouzet et al. f 1990, J. 

Bacterid. 172 : 5968-5979) et un insert XBAL-BAMHL de 500 bp contenant le 
terminates TrrnB de pXL534 (Latta et AL, 1990, DNA and Cell Biology, 9 : 129-137). Le 
plasmide obtenu pRPA-BCAT14 est done un derive de pKT230 contenant un gene confe 
rant la resistance a la kanamycine (Kan) et le gene nit8 sous le controle de Ptrp : RBSCIL 
(figure 8). 

Lors de ('introduction de ce plasmide dans la souche D&APOS;E. coli DHSalpha, un clone 
particulier a ete selectionne : il exprimait une nitrilase dont le poids moleculaire sur gel 
SDS-PA est de 44 kDa au lieu de 43 kDa. 

Le plasmide heberge par ce clone presente le meme profit de restriction que pRPA- 
BCAT14 et a ete appele pRPA-BCAT24. Enfin, le plasmide PRPA- BCAT23 a ete 
construit selon le meme mode operatoire que pRPA-BCAT14 avec la modification 
suivante : le fragment de 136 bp Stul-Bsml de PRPA- BCAT6 a ete remplace par le 
fragment Stul-Bsml de pRPA-BCAT4. Le plasmide pRPA-BCAT23 exprime done une 
NITRILASE NitB avec un residu Asn a la position 279. 

Les plasmides pRPA-BCAT14, 23 et 24 ont ete introduits par electroporation dans la 
souche Pseudomonas putida G2081. La souche G2081 derive de la souche KT2440 
(Bagdasarian and Timmis, 1981, in Hofschneid and GOEBEL, Topics in Microbiology and 
Immunology, 47, Springer Verlag, Berlin) par selection de la resistance spontanee a I'acide 
nalidixique et a la rifampycine. Le vecteur pKT230 a ete utilise comme plasmide controle. 

Les plasmides pRPA-BCAT14, pRPA-BCAT23, pRPA-BCAT24 et pKT230 ont alors ete 
extraits des souches de P. putida pour etre introduits par electroporation dans la souche 
D&APOS;A. faecalis ATCC8750 (= RPA- BIOCAT1). 

Les souches G2081 (PRPA-BCAT14), G2081 (pRPA-BCAT23), G2081 (pRPA-BCAT24), 
G2081 (pKT230) et RPA-BIOCAT1 (pRPA-BCAT14). RPA- BIOCAT1 (pRPA-BCAT23), 
RPA-BIOCAT1 (pRPA-BCAT24), RPA-BIOCAT1 (pKT230) ont ete cultivees la nuit a 
30° C dans du milieu LB contenant 50 MG/I de kanamycine. Ces precultures ont ete dilue 
es au 1/100 dans du milieu M9 contenant 50 MG/L de kanamycine et incubees 20 h a 
30° C. 
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Apres sonication des^Pmles, 1'expression de la NITRILASE a ete rWRiree sur un gel 10% 
SDS-PA dans la fraction brute apres sonication des cellules, et apres centrifugation dans 
le culot et dans le surnageant. Les resultats sont presentes sur la figure 9. Pour les 
souches RPA-BIOCAT1 (pKT230) et G2081 (pKT230), seuls les extraits bruts ont ete de 
poses (pistes A et I respectivement). Sur cette figure, M represente le marqueur de poids 
moleculaires ; ceux-ci sont indiques en kDa. D'autre part, les pistes ont les significations 
ci-apres : -B, D, F representent les fractions brutes obtenues respectivement a partir des 
souches RPA-BIOCAT1 (pRPA-BCAT14), RPA-BIOCAT1 (PRPA- BCAT23), RPA- 
BIOCAT1 (pRPA-BCAT24) ; -C, E, G representent les surnageants obtenus 
respectivement a partir de ces memes souches ; -H represente le culot obtenus a partir 
de RPA-BIOCAT1 (pRPA-BCAT24) ; -J, L, O representent les fractions brutes obtenues 
respectivement a partir des souches G2081 (pRPA-BCAT14), G2081 (pRPA-BCAT23), 
G2081 (pRPA-BCAT24) ; -K, N, P representent le surnageants obtenus respectivement a 
partir de ces memes souches ; -Q represente le culot obtenus a partir de G2081 (pRPA- 
BCAT24). 

Cette experience montre que les souches de P. putida expriment des quantites 
importantes des trois polypeptides NITRILASIQUES solubles et que seul le polypeptide 
nitrilasique a 44 kDa est surexprime par la souche D&APOS;A. faecalis. Les dosages 
d'activite de ces cultures, realises selon le protocole decrit dans I'exemple 4, montrent 
que les souches G2081 (pRPA-BCAT23), G2081 (pRPA-BCAT24), et RPA-BIOCAT1 
(pRPA-BCAT24) ont une activite nitrilasique sur I&APOS;HMTBN. 

Exemple 7 : Expression de la NITRILASE dans Corynebacterium glutamicum. 

L'expression de la nitrilase a ete realisee dans la souche CGL1010 (= ATCC 14752) a 
I&APOS;AIDE du promoteur PCSPB (Peyret et AL, 1993, Molecular Microbiol. 9 : 97- 
109). Un fragment de 530 bp contenant le promoteur PcspB a ete amplifie a partir du 
plasmide pCGL815 (Peyret et a/., precite) a I&APOS;AIDE des amorces KS1 et KS2 
suivante : KS1 : 5-ACGCGTCGACCAGATCGTCAAGTTGTGG-3' KS2 : 5 - 
CATAGAGGCGAAGGCTCCTTG-3' Apres digestion par Sal I, le fragment de 530 bp 
amplifie a ete clone dans le plasmide PBSK (Statagene, La Jolla USA) ouvert par SAL I et 
ECORV pour donner le plasmide pCGL1084. Un adaptateur EcoNI/Ndel a ete fabrique en 
hybridant les deux OLIGONUCLEOTIDES KS8 et KS9 suivants : KS8 : 5'- 
TCAAGGAGCCTTCGCCTCA-3' KS9 : 5-TATGAGGCGAAGGCTCCTTG-3' Le gene de la 
NITRILASE a ete extrait du plasmide pRPA-BCAT6 sous la forme d'un fragment Ndel- 
Xbal de 1, 1 kb. II a ete introduit dans pCGL1084 ouvert avec ECONI et Xbal en utilisant 
I'adaptateur ECONI/NDEL decrit ci- dessus pour donner le plasmide pCGL1086. Le 
fragment SA : :&APOS; I-BAMHL de pCGL1086 contenant PCSPB : : nit8 a ensuite ete 
clone dans le vecteur pCGL482 (Peyret et a/., precite) aux sites SAL I et BamHI 
conduisant au plasmide pCGL1087. Le plasmide pCGL1087 (figure 10) est done un 
vecteur navette abase de PBLL (Santamaria et AL, 1984, J. Gen. Microbiol. 130 : 2237- 
2246) contenant I'origine de replication de PACYC 184 reconnue chez E. coli, un gene 
conferant la resistance au chloramphenicol (Cm) et la fusion PCSPB : : nitB. 

Les plasmides pCGL1087 et pCGL 482 ont ete introduits par electroporation dans 
CGL1010 comme decrit par Bonnamy et A/., 1990 (FEMS Microbiol. Lett. 66 : 263-270). 
Apres 20 heures de culture a 30° C en milieu Brain Heart Infusion 3, 7% (Difco 
Laboratories, Detroit, USA) additionne de chloramphenicol 5 MG/L, des dosages d'activite 
s NITRILASE ont ete realises sur des echantillons de culture comme decrit dans I'exemple 
4. Les resultats montrent que la souche CGL1010 (pCGL1087) possede une activite 
NITRILASE alors que la souche CGL1010 (pCGL482) n'en a pas. 

Exemple 8 : Expression de la nitrilase dans Streptomyces lividans. 
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L'expression de la n jl^Be a ete reaiisee dans la souche de S. UVI^Hfe TK24 (Hopwood 
et AL, 1 985, Genetic^ranipulation of Streptomyces ; A laboratory Manual, The John 
INNES Foundation, NORWICH) a L&APOS;AIDE du plasmide pIJ6021 (Takano et al., 1995, 
Gene 166 : 133-137) en utilisant le promoteur PtipA (Holmes et al., 1993, EMBO J. 12 : 
3183-3191). 

Le plasmide PUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985, Gene 33 : 103-119) a ete modifie en dele 
tant le fragment Tfi I de 140 bp par digestion Tfi I, traitement a la KLENOW et ligature du 
vecteur sur lui-meme. Le plasmide obtenu a ete ouvert avec ECORL et BamHI afin de 
doner le fragment de 1, 15 kb ECORL-BAMHL de pRPA-BCAT3 contenant le gene NITB. 
Le plasmide pOS48. 4 ainsi obtenu possede un site unique Tfi I situe entre le gene nit8 et 
le site BAMHL Ce site a ete utilise pour inserer un fragment QHYG de 2, 3 kb extrait du 
plasmide pHP45Qhyg (BLONDELET-ROUAULT et A/., Gene, submitted) apres digestion 
par BAMHL et traitement a la Klenow. Le fragment Qhyg contient le gene de 
I&APOS;HYGROMYCINE DHOSPHOTRANSF ERASE (HYG) de Streptomyces 
HYGROSCOPICUS (ZALACAIN ET AL, 1986, NUCL Acids Res., 14 : 1565-1581) et conf 
ere a S. LIVIDANS une resistance a I&APOS;HYGROMYCINE. Le plasmide pOS48. 5 ainsi 
obtenu a ete utilise pour isoler un fragment NDEL-BAMHL de 3, 45 kb contenant le gene 
de la nitrilase suivi du gene hyg, qui a ete clone dans le plasmide pIJ6021 (Takano et a/., 
precite) ouvert par Ndel et BamHI. Le plasmide pIJ6021 ne se repliquant que dans 
Streptomyces, le melange de ligation a ete transformed dans S. LIVIDANS TK24 par des me 
thodes classiques (Hopwood et AL, precite) en selectionnant les clones resistant a 200 
MET d'hygromycine (Boehringer Manheim). Les ADN PLASMIDIQUES de ces clones bnt e 
te extraits par des methodes classiques (Hopwood et a/., precite) et leurs profils de 
restriction correspondaient bien a la construction attendue qui a ete appelee pOS48. 7 
(figure 1 1). 



Deux clones de S. LIVIDANS contenant pOS48. 7 ainsi qu'un clone contenant le plasmide 
pIJ6021 ont ete cultives dans 50 ml de milieu TSB (Tryptic Soy Broth, Difco) a 30 ° C 
pendant 72 h avec une selection kanamycine 5 MG/L, puis du thiostrepton a ete ajoute a 
la concentration de 5 MG/I et la culture a ete poursuivie pendant encore 18 h selon les 
conditions decrites (Hopwood et AL, precite). La culture a ete recoltee et le dosage 
d'activite, realise dans les conditions decrites dans I'exemple 4, montre que la souche S. 
LIVIDANS TK24 (pOS48. 7) exprime une activite NITRILASE contrairement a la souche 
TK24 (PIJ6021). 



Exemple 9 : Hydrolyse de I'HMTBN avec d'autres NITRILASES La sequence primaire de la 
nitrilase de Comamonas TESTOSTERONI SP., DeCRITE dans Levy-Schil et AL, 1995 (pr 
ecite) presente 31 % d'identite avec la sequence primaire de la nitrilase decrite dans cette 
invention. La souche recombinante D&APOS;E. coli TG1 (pXL2158, pXL2035), qui exprime 
la NITRILASE de C. testosteroni, a ete cultivee dans les conditions decrites par Levy- 
Schil et a/, (precite) et un culot cellulaire a ete incube dans du tampon phosphate 100 mM 
a pH 7 avec 50 mM HMTBN, a 30° C. L activite mesuree etait de 2, 3 kg/h. kg CS. 
Comme la NITRILASE de I'invention, la nitrilase de C. testosteroni est capable 
d'hydrolyser I&APOS;HMTBN. 

De plus, les donnees presentees dans I'exemple 4 avec les plasmides pBCAT12 et 
pBCAT13 montrent que la substitution Asn279-> Asp 279 sur la nitrilase D&APOS;A. 
faecalis ATCC8750 permet de conserver I'activite sur HMTBN. 

Exemple 10 : Apport du support 5 g de cellules seches ont ete ajoutes a 20 g d'eau ajuste 
e a pH 7, 0. 

La quantite de support (CELITE 545, PROLABO, France) indiquee est ensuite ajoutee et 
apres une parfaite homogeneisation, la suspension est reticulee par ajout de 15 % de 



http://www.wipo.int/cgi-pct/guest/ifetch5?ENG+PCT-ALLvdb+1 4+1 1 1 0653-REV... 2004/07/05 



glutaraldehyde base j^^k masse seche totate suivi de 10 % de pol^^^pleneimine 

(SEDIPUR, BASF, AllSPigne). La suspension est agitee 1 heure at^nperature ambiante. 

La suspension est ensuite floculee par ajout de 0, 001% d'un floculant anionique, 
SUPERFLOC A100. La masse reticulee est recuperee par filtration. 

Cette masse est ensuite de nouveau reticulee par ajout de 10% de polyazetidine (KYMENE 
557, Hercules, USA) base sur la masse seche totale. La masse encore humide est ensuite 
extrudee a travers un orifice de 0, 5 mm de diametre et sechee. 

L'activite des particules obtenues est ensuite determinee suivant une procedure decrite 
dans le brevet WO 96/09403. g de support Activite (en %/) 0 100 2, 5 g 215 5 g 250 
L'ajout de support pour les cellules ameliorenotablement l'activite. 

L'experience a ete repetee en substituant la CELITE par du gluten de ble (Roquette, 
France) partiellement soluble dans 1&APOS;EAU ou de la gelatine (SBI, France) 

totalement soluble dans L&APOS;EAU. Support % activite 0 100 5 g de gluten 160 5 g de 
gelatine nd* * La suspension cellulaire ne flocule pas et n'est pas filtrabie. 

Cet exemple montre que le gluten peut etre substitue a la CELITE. En revanche, SI 
I&APOS;AJOUT est de la gelatine (totalement soluble), la mise en forme du catalyseur 
est impossible par la technique decrite precedemment (extrusion). 

Exemple 11 10 g de Escherichia coli BIOCAT171 de I'exemple 4 prepares par culture ae 
robie dans un milieu LB ont ete melanges a 10 g de CLARCEL 78 (CECA, France) dans 
500 g de tampon phosphate 100 mM pH 7, 0. Apres homogeneisation, 6 g de glutaralde 
hyde 25% ont ete ajoutes et la suspension a ete agitee 15 minutes a temperature ambiante. 
2 g de polyethylenimine ont ete ensuite ajoutes ainsi que 6 g de glutaraldehyde a 25%. Le 
tout a ete agite durant une heure a temperature ambiante. 

L'ensemble a ete flocule par l'ajout de 5 ml dune solution de SUPERFLOC A100 a 0, 2 % 
(CYTEC, France). La masse a etefiltree et la pate obtenue a ete melangee avec 16 g de 
polyazetidine a 12, 5% (KYMENE 557, Hercules) puis extrudee a travers un orifice de 0, 5 
mm de diametre. Les vermicelles obtenus ont ete seches a 35° C dans une etuve puis 
plonges 30 minutes dans un bain de NaBH4 a 1% prepare dans un tampon borate 50 mM 
pH 10, 0. Le biocatalyseur est ensuite lave a 1&APOS;EAU distillee. Le catalyseur est 
conserve a 5° C ou a temperature ambiante dans un tampon phosphate 500 mM pH 8, 0. 

Une colonne thermostatee de 3 cm de diametre interieur et de 45 cm de haut a ete 
remplie avec 100 g de biocatalyseur. Cette colonne est reliee a une pompe via une boucle 
de recirculation. Le volume total du reacteur est de 430 ml. La boucle est remplie d'une 
solution de sel d'ammonium de I'acide hydroxy methylthio butyrique a 25%. La solution est 
alimentee par le haut de la colonne vers le bas a un debit horaire de 20 I/H. L'eau qui 
circule dans la double enveloppe de la colonne et dans I echangeur thermique permet de 
maintenir la temperature a 35° C. L'eau demineralisee est ajoutee a la boucle a un debit 
de 80 g/h. Le 2-hydroxy 4-methylthiobutyronitrile est ajoute a 20 g/h. L'excedent de 
volume du milieu de reaction est evacue par le bas de la colonne de telle maniere que le 
volume de la boucle reste constant. Ainsi, on obtient un flux continu avec un taux de 
transformation du nitrile de 95 %. De plus la concentration de la solution aqueuse de sel 
d'ammonium de I'acide 2-hydroxy 4-methylthio butyrique obtenue en sortie du reacteur 
est de 25%. 

Exemple 12 Lelectrodialyseur utilise est constitue d'un empilement de 9 cellules de 2 dm2 
de surface active, composees chacune d'elles de 2 compartiments designes comme suit : 
-compartiment sel/acide : limite du cote cathode par une membrane echangeuse de 
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cations Neosepta CN^^p Tokuyama Soda, et du cote anode par I^^B^ cationique d'une 
membran.e bipolaire /W|ralytics -compartiment base : limite du cote e^de par la 
membrane cationique, et du cote cathode par la face anionique de la membrane bipolaire. 

L'anode est constitute de titane platine. La cathode est en acier inoxydable. 

L electrolyte est constitue par une solution aqueuse de sulfate de sodium ayant une 
conductivity de 100 mS/cm a 40° C. Le debit de circulation aux electrodes est de 2X100 
I/H. Le volume est de 5 I. 

Le compartiment"base"est initialement rempli de 5 litres d'une solution de sulfate 
d'ammonium a 1 %. 

Le compartiment"se!/acide"est initialement rempli de 5 litres d'une solution a 1, 44 
MOLE/I du sel d'ammonium de I'acide 2-hydroxy~4- (MeTHYLTHIO) BUTANOiQUE. 

Le debit de recirculation des solutions est initialement fixe a 130 I/H pour !e 
compartiment sel/acide et a 190 I/H pour !e compartiment base. 

L'electrodialyse est effectuee en mode discontinu (fonctionnement en recirculation), a 
une temperature moyenne de 40° C. L'intensite est imposee a 9 A, soit une densite de 
courant de 0, 45 KA/M2. 

Apres 155 minutes de fonctionnement, la conductivity du compartiment sel/acide est 
passee de 59 a 7, 8 mS/cm. 

Le compartiment sel/acide contient 1, 35 MOLE/I d'acide 2~hydroxy-4- (methylthio) 
butanoique, a 100% sous forme acide. 

Le rendement faradique est estime a 71 % et la consommation energetique a 0, 53 kWh par 
kg d'acide forme. 

Exemple 13 L'electrodialyseur utilise est constitue d un empilement de 8 cellules de 
configuration identique a celle de I'exemple 12. 

Le compartirnent"base"est initialement rempli de 5, 27 litres d'une solution de sulfate 
d'ammonium a 1%. 

Le compartiment"sel/acide"est initialement rempli de 4, 85 litres d'une solution a 1, 39 
MOLE/I du sel d'ammonium de I'acide 2~hydroxy-4- (methylthio) BUTANOiQUE. 

Le debit de recirculation des solutions est initialement fixe a 60 I/H pour le compartiment 
sel/acide et a 150 I/H pour le compartiment base. 

L'electrodialyse est effectuee en mode discontinu (fonctionnement en recirculation), a 
une temperature moyenne de 40° C. L'intensite est imposee a 9 A, soit une densite de 
courant de 0, 45 KA/M2. 

Apres 1 72 minutes de fonctionnement, la conductivity du compartiment sel/acide est 
passee de 59 a 9, 5 mS/cm. 

Le volume final du compartiment sel/acide est de 4, 67 litres. 

La composition est la suivante : acide 2-HYDROXY-4-(MeTHYLTHIO) BUTANOiQUE : 1, 
24 MOLE/I 2-hydroxy-4-(methylthio) butanoate d'ammonium : 0 t 148 MOLE/I Le taux de 
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transformation est ^j^' 0 - *- e P r °duit final est a 89 % sous forme 

Le rendement faradique est de 74%. La consommation energetique est estimee a 0, 58 
kWh par kg d'acide forme. 

Exemple 14 On utilise un dispositif analogue acelui de I'exemple 13. 

Le compartiment"base"est initialement rempli de 5, 46 litres d'une solution de sulfate 
d'ammonium a 1%. 

Le compartiment"sel/acide"est initialement rempli de 5, 23 litres d'une solution a 1, 24 
MOLE/I du sel d'ammonium de I'acide 2-hydroxy-4- (MeTHYLTHIO) BUTANOiQUE. 

Le debit de recirculation des solutions est initialement fixe a 90 I/H pour le compartiment 
sel/acide et a 150 I/H pour le compartiment base. 

L'electrodialyse est effectuee en mode discontinu (fonctionnement en recirculation), a 
une temperature rnoyenne de 40° C. L'intensite est imposee a 14 A, soit une densitc de 
courant de 0, 7 KA/M2. 

Apres 105 minutes de fonctionnement, la conductivity du compartiment sel/acide est 
passee de 57, 6 a 9, 8 mS/cm. 

La composition finale du compartiment sel/acide est la suivante : acide 2-HYDROXY-4- 
(MeTHYLTHIO) BUTANOiQUE : 1, 28 MOLE/I 2-HYDROXY-4- (MeTHYLTHIO) butanoate 
d'ammonium : 0, 14 MOLE/I Le produit est done a 90% sous forme acide. 

Exemple 15 On utilise un dispositif analogue a celui de I'exemple 13. 

L'essai est mis en oeuvre avec le contenu du compartiment base obtenu a Tissue de 
I'exemple 14. 

Le compartiment"sel/acide"est initialement rempli de 5, 2 litres d'une solution a 1, 44 
MOLE/I du sel d'ammonium de I'acide 2-hydroxy-4- (MeTHYLTHIO) BUTANOiQUE. 

Le debit de recirculation des solutions est initialement fixe a 50 I/H pour le compartiment 
sel/acide et a 150 I/H pour le compartiment base. 

L'electrodialyse est effectuee en mode discontinu (fonctionnement en recirculation), a 
une temperature rnoyenne de 42° C. L'intensite est imposee a 1 9 A, soit une densite de 
courant de 0, 95 KA/M2. 

Apres 53 minutes de fonctionnement, la conductivity du compartiment sel/acide est pass 
ee de 59 a 27 mS/cm. 

Le volume final du compartiment sel/acide est de 4, 85 litres. 

La composition est la suivante : acide 2-HYDROXY-4- (MeTHYLTHIO) BUTANOiQUE : 0, 
87 MOLE/I 2-hydroxy-4-(methylthio) butanoate d'ammonium : 0, 56 MOLE/I Le taux de 
transformation est de 56%. Le produit final est a 61% sous forme acide. 

Le rendement faradique est de 83%. La consommation energetique est estimee a 0, 7 kWh 
par kg d'acide forme. 

Exemple 16 On concentre en batch 200, 1 g de solution d'HMTBS a environ 1. 5 M dans 
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un evaporateur rotatf^™^temperature du bain est de 45+/-5 ° C.^H|ression est regule 
e aux alentours de £^^03 Pa (25 mbar). La temperature dans le bSJilleur evolue de 
25° C en debut de distillation jusqu a 40° C en fin. 

Au bout de 3 heures, on recupere 41, 9 g d'un milieu visqueux jaune dont les caracte 
ristiques sont les suivantes : viscosite a 25° C 1 1 50 (mm2. s-1) % HMTBA (Br-83, 
3 /Br03-) Apres ajustement du titre (dilution a H20), on obtient un produit dont les 
caracteristiques sont les suivantes : viscosite a 25° C 396 (mm2. s-1) % HMTBA (Br-79, 
5 /Br03-) Par POTENTIOMeTRIE on a la repartition massique suivante : % HMTBS 81, 6 
% 6, 0 HMTBA En CLHP, on mesure le rapport des surfaces monomere ou DIMeRES/ 
(MONOMeRE+DIMeRES) monomere/(monomere+dimeres) 100 DIMeRES/(MONOMe 
RE+DIMeRES) (*) 0 (*) on ne detecte pas de dimeres Exemple 17 On concentre en batch 
200. 0 g de solution d'HMTBS a environ 1, 5 M dans un evaporateur rotatif. La tempe 
rature du bain est de 121+/-5 ° C. La pression est regulee aux alentours de 9, 5. 104 Pa. 
La temperature dans le bouilleur evolue de 100° C en debut de DISTILIATION 
JUSQU&APOS;a 113° C en fin. Au bout de 3 heures, on recupere 41, 5 g d'un milieu 
visqueux brim dont les caracteristiques sont les suivantes : viscosite a 25° C mm2. s-1] 
% HMTBA (Br-90, 7 /BrQ3-) Apres ajustement du titre (dilution a H20), on obtient un 
produit dont les caracteristiques sont les suivantes : viscosite a 25° C 1 1 7 (mm2. s~1 % 
HMTBA (Br-78, 8 /Br03- Par POTENTIOMeTRIE, on a la repartition massique suivante : 
% HMTBS 52,2 % 28, 7 HMTBA En CLHP, on mesure le rapport des surfaces monomere 
ou dimeres/(dimeres+monomere) monomere/(monomere+dimeres) 95, 0 DIMeRES/ 
(MONOMeRE+DIMeRES) 5, 0 Exemple 18 A 100, 0 g du milieu decrit dans I'exemple n° 
17, on rajoute 40, 0 g de H20. On extrait le milieu par 75, 0 g d'ether isopropylique. Apres 
separation des phases, on recupere dans la phase organique apres evaporation, 25, 6 g 
d'HMTBA dont les caracteristiques sont les suivantes : determination monomere/(monom 
ere+dimeres) (% 97, 0 surface) dimeres/(monomere+dimeres) (% 3, 0 surface) viscosite a 25 
C mm2. s~1 55 Exemple 19 : Vieillissement des solutions decrites dans les exemples pr 
ecedents exemple n° 16 exemple n° 17 exemple n° 18 Duree de stockage a 25° C 40 j 
40 j 100 j viscosite (mm2 s-1 387 1 16 66 monomere/ (monomere+dimere) 100, 0 95, 0 82 
dimeres/(monomere+dimeres 0, 0 5, 0 1 18 Les solutions des exemples 16 et 17 n'ont pas 
evolue dans leur tenue en dimeres apres 40 jours de stockage. 

De script ion Claims 



REVENDICATIONS 1-Procede de preparation de I'acide 2-hydroxy 4-methylthio butyrique 
et/ou du sel d ammonium de I'acide 2-hydroxy 4-methylthio butyrique par hydrolyse 
enzymatique du 2-hydroxy 4-methylthio butyronitrile caracterise en ce que : a) dans une 
premiere etape on prepare un materiel biologique ayant une activite NITRILASE, b) dans 
une deuxieme etape, on I'immobilise, c) dans une troisieme etape, on met en presence le 
2-hydroxy 4-methylthio butyronitrile avec le materiel biologique ainsi immobilise, pour 
obtenir le sel d'ammonium de I'acide 2-hydroxy 4-methylthio butyrique, d) dans une quatri 
erne etape, eventuellement, on convertit le sel obtenu a letape c) en I'acide 
correspondant, et e) dans une cinquieme etape, on concentre le produit obtenu a I etape 
c) ou d). 

2- PROCeDe selon la revendication 1. caracterise en ce que I'activite NITRILASE est 
obtenue a partir dune nitrilase D&APOS;ALCAUGENES, de preference FAECALIS. 

3 - PROCeDe selon la revendication 1 ou la revendication 2. caracterise en ce que Ton 
utilise I'information genetique codant pour une nitrilase que Ton exprime dans un 
microorganisme hote. 

4 - PROCeDe selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que le 
microorganisme hote est choisi parmi Escherichia coli ou un membre du genre Bacillus. 
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Corynebacterium. S;^^TOMYCES. Saccharomyces. KLUYVEROi^^S. 

Penicillium et Aspergillus. 



S^^TOMYCES. Saccharomyces. KLUYVEROi^^ 



5- Procede selon la revendication 1. caracterise en ce que I'activite nitrilase est obtenue a 
partir de la nitrilase codee par le gene clone dans le plasmide pRPA-BCAT3. depose a la 
CBS sous le numero CBS 998-96. 

6 - Procede selon L&APOS;UNE quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que la nitrilase est CO-EXPRIMeE avec une proteine chaperonne. 

7 - PROCeDe selon la revendication 5, caracterise en ce que la proteine chaperonne est 
GroESL dans E. coli. 

8 - PROCeDe selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le materiel biologique de I etape a) est immobilise sur un support solide. 

9. "PROCeDe selon la revindication 8, caracterise en ce que le support soiide a une 
granulomere comprise entre 1 urn et 3 MM. de preference 10 um et 2 mm, et en ce qu'il 
est ajoute a raison de 0, 01 a 500 %, de preference 10 a 200 % en poids du materiel 
biologique. 



10 - Procede selon la revendication 9, en ce que le support solide est choisi PARRR : -les 
resines echangeuses d'ions, -I&APOS;ALUMINE, -les silice de synthese ou diatomees et 
les gels de silice, ~les zeolites, -les charbons, -les proteines partiellements solubles dans 
1&APOS;EAU, et -les polysaccharides. 

11 - Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que le support solide est le 
gluten. 

12 - Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que L&APOS;ON utilise un ou 
plusieurs agents chimiques pour reticuler ETI OU INSOLUBILISER LE materiel biologique 
et le support. 



13 - Procede selon la revendication 12. caracterise en ce que les agents chimiques sont 
choisis parmi : -les polymeres de POLYAZeTIDINE, -les polymeres de polyethylenimine, - 
les polymeres de polyamides, -les polymeres d'isocyanates, -les gels d'alginate, -les gels 
de K-CARRAGHeNANE, -les amines, -les aldehydes, -les acides carboxyliques, et Hes 
isocyanates. 

14 - Procede selon les revendications 10 a 13, caracterise en ce que le materiel biologique 
et le support sont melanges en presence d'agents chimiques pour obtenir une pate qui est 
extrudee puis sechee. 



15 -Procede selon les revendications 10 a 13, caracterise en ce que le materiel biologique 
et les agents chimiques sont RIeLANGeS puis deposes sur le support sous forme dune 
couche mince. 



16. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu on obtient un melange d'HMTBS et d'HMTBA contenant au moins 60% d'HMTBA, et de 
preference au moins 80% d'HMTBA. le complement etant de I&APOS;HMTBS, par 
dissociation electrolytique du sel d'ammonium correspondant. 

17 -Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que la dissociation est realisee 
dans un eLECTRODYAUSEUR a membranes bipolaires atrois compartiments. 
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18-Procede selon laJ^Kndication 16, caracterise en ce que la dis^Btion est realisee 
dans un electrodyalis^R membranes bipolaires a deux compartiml 



nems. 
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19- Procede selon L&APOS;UNE quelconque des revendications 1 a 15, caracterise en ce 
qu'un. melange d'HMTBS et d'HMTBA est obtenu par chauffage d'une solution de sel 
dammonium. 

20- Procede selon les revendications 16 a 19, caracterise en ce que I'ammoniaque liberee 
est distillee, concentree et recyclee dans la synthese d'HCN. 

21 - SOLUTION aqueuse obtenue selon les revendications 16 a 19 constitute d'un me 
lange d'HMTBA et d'HMTBS dont le rapport ponderal HMTBA/ (HMTBA+HMTBS) est de 

5 a 99, 9% et de preference de 10 a 50%. 

22 - Installation pour la mise en oeuvre du procede selon I'invention, comprenant : -un ou 
plusieurs reacteurs (3, 4) garni avec des enzymes immobilisees ayant une activite 

nitrilase, ou des microorganismes botes immobilises, exprimant une enzyme a activite 
nitrilase, -cventuel'ement, un ou plusieurs moyens d clectrodialyse (9), -des moyens de 
concentration (6, 12) du produit final. 

23 - PLASMIDE pRPA-BCAT3, depose a la CBS sous le numero CBS 998-96. 
Description Claims 
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